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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Erhdhung des Gehalts an Flavonoiden und 

phenol is chen Inhaltss tof f en in Pflanzen, dadurch gekennzeich- 
**ne t /£i£aik .d*i e»tJEtf^anz e^nii ^waetetiws^ 1 ohe - 

**x^dds©iren^ j defiHEaoasmer* I^b'ehandel fc^waMen , 



10 



35 



RO 




(I) 



15 wobei R insbesondere fur Wasserstoff , eine Ci-Cg-Alkyl- , 

Ci~C6-Haloalkyl-, C 2 -Ci 0 -Alkyl thioalkyl- oder Phenylgruppe 
(substi tuiert oder unsubs tituiert) und R' fur Wasserstoff, 
eine Cl-C6-Alkyl- , C3-C6-Cycloalkyl- , Benzyl- ( subs tituiert 
• '«^der -^u < 3si^ibl3;^t#\M»^£:t) / Bhfe 4 ny*L^thyl- ^PhTe^rex^et-hyl- , 2-Thienyl - 

20 methyl-, Alkox^me^yl- oder^ Alky^feh^met^ylgi^ippe steht sowie 

gefeig-mete Salze dise-s^er Verb Lhdungen . 

2. * Ve^fiahteen ^ 1/^beiWd^m^die- -Erhdhung durch Be- 

ha^^ng*m'it>-Ar<^^ ( i ) U nd/ 

2 5 oder" Tri»nex«apac - ethyl (II) hervo^g^rti £en**w£rd r en . 




/ \ / \ Ca ++ (ID 
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3. Verfahren gemaS den Anspriichen 1 und 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB es sich bei den Pflanzen urn Weinreben, Kirschen, 
Pflaumen, Schlehen, Blaubeeren, Erdbeeren, Zi trusf riichten 
(wie Orangen, Grapefruit), Papaya, Rotkohl, Broccoli, Rosen- 
kohl, Grunkohl, Karotte, Petersilie, Sellerie, Zwiebeln, 
Knoblauch, Tee, Kaffee, Kakao, Mate, Hopfen, Soja, Raps, Ha- 
fer, Weizen, Roggen, Aronia melanocarpa, Ginkgo biloba han- 
delt . 

4. Verwendung von Pflanzen gemafi Anspruch 3 oder von Teilen die- 
ser Pflanzen oder aus ihnen herges tell ten Produkten (Safte, 
Tees, Extrakte, Fermentationsprodukte und -riickstande) zur 
Herstellung von heilenden, gesundhei tsf ordernden oder star- 
kenden Mitteln fur Mensch und Tier sowie von Kosmetika. 



5. Mittel, herges tellt nach Verfahren gemafi den Anspruchen 1 - 
3, dadurch gekennzeichnet , daB Trauben von roten Weinreben 
gewonnen und verarbeitet werden, deren Anthocyanbildung durch 
Behandlung mit Acylcyclohexadionen wie Prohexadion-Ca oder 
Trinexapac-ethyl ganz oder teilweise unterbunden worden ist 
und die sich daher durch einen qualitativ und quantitativ er- 
hohten Gehalt an Flavonoiden und anderen phenolischen 
Inhal tss tof f en auszeichnen. 



6. Mittel gemafi Anspruch 5, bei denen es sich urn Trauben oder 
Traubenteilen, aus ihnen gewonnene Safte, Weine oder Prefi - 
rucks tande handelt oder um Extrakte aus den vorgenannten 
Trauben, Traubenteilen oder Traubenprodukten. 
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Verfahren zur Herstellung von Pflanzen mit erhohtem Gehalt an 
Flavonoiden und phenolischen Inhal tss tof f en 

5 Beschreibung 

Gegjertsitea-nd^&e:^ &:\&L nlrVerf ahren zur Erho - 

hung -^des Gehaltts^ari Elavonoiden und, phenol i,sok-en. Inhal tss tof fen 
i rr**P f4L?acf zen ,^dadurch>^geken^zedtehne t , ^daB d*ie^*Pf lanze 1 * mi t 
10 wachs turns regul i er enden Acylcyclohexadionen der Formel I behandelt 
werden, 

/ 



15 



RO 




(I) 



w©ber* R^nite^^^ sender e ^ur-%^s*sers*tof f , ,. eine^ Ci-C§^A*tkyi- / 
2 0C i ^.C 6 ^Ha«l*©ai;kyl - , £ 2 - C l o^A-1 k*y l*tehdf© a&iky 1 -v«© d e r^Bhenyl g r upp e (sub- 
s t i tu-iter t oder^ns-ub s t i,t uier t ) <■ und - R ' - f u r^Wa ssers tof f , e i n e 
Cl-ce-A^kyl- ,~C3ot:63&yG4^ Oder 
unsub s t i^2*fcer t ) ? m Bhefny 1 e r thy 1 - ,f?Bhen<^^ - 2^Thi eny Ime t hy 1 - , 
AlkoxyirVe.thyl- od r ei^i^kyl%h^ sfehtv SQwde geeignete 

25 S a 1 z ev^e'se r .^dr bilndung'en . 

Besoi^dfecs^bev-cD^ziug t- *is tt^edn-W<^fra't&Ben f * te i^denfcdi e'^E rhohung durch 
Behandlung mit Acy 1 eye 1 ohexandi onen wie Prohexadion-Ca ( I ) und/ 
oder Trinexapac-ethyl (II) hervorgeruf en werden. 

30 



35 




Ca 



++ (ID 



-OH 



40 




OT) 



45 Weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von Pflan- 
zen, die nach dem erf indungsgemafien Verfahren mit Acylcyclohexa- 
dionen der Formel I, speziell Prohexadion -Ca oder mit Trinexapac- 
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ethyl behandelt wurden oder von Teilen dieser Pflanzen oder aus 
ihnen hergestellte Produkte (Safte, Tees, Extrakte, Fermentati- 
onsprodukte und -ruckstande) zur Herstellung von heilenden, ge- 
sundheitsf ordernden oder starkenden Mitteln fur Mensch und Tier 
5 sowie von Kosmetika. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung sind Mittel, hergestellt nach 
den erf indungsgemaBen Verfahren, dadurch gekennzeichnet , daB 
Trauben von roten Weinreben gewonnen und verarbeitet werden, 
10 deren Anthocyanbildung durch Behandlung mit Acylcyclohexadionen 
wie Prohexadion-Ca oder Trinexapac-ethyl ganz oder teilweise 
unterbunden worden ist und die sich daher durch einen qualitativ 
und quantitativ erhohten Gehalt an Flavonoiden und anderen 
phenolischen Inhaltss tof f en auszeichnen. 

15 

Verschiedene phenolische Substanzen ( Phenylpropanoide) kommen in 
Pflanzen vor, z. B. Kaffeesaure, Ferulasaure, Chlorogensaure, 
Gallussaure, Eugenol, Lignane, Cumarine, Lignin, Stilbene (Poly- 
da tin, Resveratrol) , Flavonoide (Flavone, Catechine, Flavanone, 

20 Anthocyanidine, Isof lavone) , polymethoxylierte Flavone. DemgemaB 
sind Phenole auch genereller Bestandteil vieler pflanzlicher 
Nahrungs- und GenuBmi ttel . Bestimmte phenolische Substanzen sind 
von besonderer Bedeutung, da sie nach Aufnahme mit der Nahrung im 
menschlichen oder tierischen Stoffwechsel eine antioxidative Wir- 

25 kung ausiiben konnen (Baum, B. O. ; Perun, A. L . Antioxidant effi- 
ciency versus structure, Soc. Plast. Engrs Trans 2: 250-257, 
(1962); Gardner, P.T.; McPhail, D.B.; Duthie, G.G. Electron spin 
resonance spectroscopic assessment of the antioxidant potential 
of teas in aqueous and organic media. J". Sci . Food Agric. 76: 

30 257-262, (1997); Rice-Evans, C. A.; Miller, N. J.; Pananga, G. 
Structure-antioxidant activity relationship of flavonoids and 
phenolic acids. Free Radio. Biol. Med. 20: 933-956, (1996); Sa- 
lah, N. ; Miller, N. J.; Paganga, G. ; Tijburg, L . ; Bolwell, G. P.; 
Rice-Evans, C. Polyphenolic flavonoids as scavenger of aqueous 

35 phase radicals and as chain-breaking antioxidants. Arch Blochem 
Biophys 322: 339-346, (1995); Stryer, L. Biochemistry S . Franci- 
sco: Freeman, (1975); Vieira, O. ; Escargueil-Blanc , I.; Meilhac, 
O. ; Basile, J. P.; Laranj inha, J.; Almeida, L. ; Salvayre, R. ; Ne- 
gre-Salvayre, A. Effect of dietary phenolic compounds on apopto- 

40 sis of human cultured endothelial cells induced by oxidized LDL. 
Bjt J Pharmacol 123: 565-573, (1998)). Daruber hinaus haben Poly- 
phenole vielfaltige Wirkungen auf den Zells tof f wechsel . Unter an- 
derem werden Enzyme der Signal transduction wie Proteinkinase C, 
Tyrosin-Proteinkinase und Phosphatidylinosi tol-3-kinase moduliert 

45 (Agullo, G.; Game t-payras tre , L . ; Manenti, S.; Viala, C; Remesy, 
C.; Chap, H. ; Payrastre, B. Relationship between flavonoid struc- 
ture and inhibition of phosphatidylinosi tol 3-kinase: a compari - 
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son with tyrosine kinase and protein kinase C inhibition. Biochem 
Pharmacol 53 11649-1657, (1997); Ferriola, P. C; Cody, V.; Mid- 
dleton, E. Protein kinase C inhibition by plant flavonoids. Kine- 
tic mechanisms and structure activity relationship. Biochem 
5 Pharmacol 38: 1617-1624, (1989); Cushman, M. ; Nagarathman, D.; 
Burg D . L . ; *.Geafafcken , R . L . ^Synitefeesi Si^and^m^^ inmW&o sine kinase 
-inh-ib &te®,ry*aacfc±v±*ty?*o f * ^a^©noids%ira'na^lpgaiies JmiMe r ed^Ghem^3 4 : 
7 9 8—8 06, (*l*9v91) ;^Hag*iwa>ra;*< M. ; lmue r - S. ;^T»^ka, T . ; Nunoki, K. ; 
I to, M . ;^H^#aka , • H . -Differential effects of fl-avonoMs as 

10 ^linthibrtors^bf r >ty^© ( s^ne p^'o^fceiri k^as^s^and^ser^neT^tti^eonin pro- 
tein kinases. Biochem Pharmacol 37: 2987-2992, (1988)), -die in- 
duzierbare NO-Synthase downregulier t (Kobuchi, H. ; Droy-Lefaix, 
M. T.; Christen, Y. ; Packer, L. Ginkgo biloba extract (EGb761) : 
inhibitory effect on nitric oxide production in the macrophage 

15 cell line RAW 264.7. Biochem Pharmacol 53: 897-903, (1997)) und 
die Genexpression von z. B. Interleukinen und Adhasionsmolekiilen 
(ICAM-1, VCAM-1) reguliert (Kobuchi, H. ; Droy-Lefaix, M. T.; 
Christen, Y.; Packer, L. Ginkgo biloba extract (EGb761) : inhibi- 
tory effect on nitric oxide production in the macrophage cell 

20 line RAW €64.7 . Bimeh r em^Bh^macol'' 53^B9 1^102 , ;«L*9'97) r x - Wolle, J. ; 
Hill, R. R. ; Ferguson, E. ; ^Devall, L. J. ;*Tr4*v£di, B. K. ; Newton, 
R. S. ; •Saocema, U .^Ste&eet^ve .inh«Lb,i fei-on^ tof^Tiumor^necBosis^ Fac tor- 
indue ed**vascul*ar **<sel 1^^ i^on^mol ecu«le- lr ? gene«*<sxpres s ion by a 
novel f*l*as/onoid. *Iix& y ck^of factor NF-kB. 

25 At~her±bscler^Thromb&VascZ Biol ^6 :J^^01^l5iD8 , ;(>1996) ) . Es gilt als 
gesichert, -daB diese* Wirkungen *--posi tiv sind zur Prevention von 
Her z -K-rei s#auf ertarah'kungen , * ©4ctbe»fces , weoss chiaedenef^Tumorarten 
und wei terer chrondscher -Krankhei ten (Bertuglia, S.; Malandrino, 
S.; Colantuoni, A. Effects of the natural flavonoid delphinidin 

3 0 on diabetic microangiopathy. Arznei-Forsch/Drug Res 45: 4 81-485 , 
(1995); Griffiths, K. ; Adlercreutz, H . ; Boyle, P.; Denis, L . ; 
Nicholson, R.I.; Morton, M.S. Nutrition and Cancer Oxford: Isis 
Medical Media, (1996); Hertog, M. G. L . ; Fesrens, E. J. M. ; Holl- 
man, P. C. K . ; Katan, M. B.; Kromhout, D. Dietary antioxidant 

3 5 flavonoids and risk of coronary heart disease: the Zutphen el- 
derly study. The Lancet 342 : 1007-1011, (1993); Kapiotis, S.; 
Hermann, M. ; Held, I . ;* Seelos , C. ; Ehringer, H. ; Gmeiner, B. M. 
Genis-fcein, t-he^die«fea^ry^der^ved angiogenes is inhibi tor , prevents 
LD L v ox i.d'a t i on*^a.nd^p r Oifee^eit sc^eiffd©«the li a 1 *e ell ■•■ £isoni ;damag e by athe- 

4 0 ragemiq*£DDL . . A^fce^^^ Biol %7 : *m6 8-7 4 , (1997); 

S tea-mp f *e r ? M . J.; -Hie«-ek<ens r . C H . f*Ma**son, J/ E . ; ^Coldi tz , G. A.; 
Rosner, B.; Willet, W. C. Vitamin E consumption and the risk of 
coronary disease in women. New Engl J Med 328 : 1444-1449, 
(1993); Tijburg, L. B. M. ; Mattern, T.; Folts, J. D.; Weisgerber, 

45 U. M. ; Katan, M. B. Tea flavonoids and cardiovascular diseases: a 
review. Crit Rev Food Sci Nutr 37: 771-785, (1997); Kirk, E. A. ; 
Sutherland, P.; Wang, S. A.; Chait, A.; LeBoeuf , R. C. Dietary 
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isoflavones reduce plasma cholesterol and atherosclerosis in 
C57BL/6 mice but not LDL receptor-deficient mice. J" Nutr 128: 
954-9, (1998)). Aus geeigneten Pflanzen wird daher bereits eine 
Reihe von heilenden, gesundhei tsfordernden oder starkenden Mit- 
5 teln gewonnen, deren Wirkung auf ihrem Gehalt an phenolischen 
Substanzen beruht (Gerritsen, M. E.; Carley, W. W. ; Ranges, G. 
E.; Shen, C. P.; Phan, S. A.; Ligon, G. F . ; Perry, C. A. Flavono- 
ids inhibit cytokine-induced endothelial cell adhesion protein 
gene expression. Am J Pathol 147: 278-292, (1995); Lin, J. K. ; 

10 Chen, Y. C; Huang, Y. T . ; Lin-Shiau, S. Y. Suppression of pro- 
tein kinase C and nuclear oncogene expression as possible molecu- 
lar mechanisms of cancer chemoprevention by apigenin and curcu- 
min. J Cell Biochem Suppl 28-29:39-48, 1997; Zi, X.; Mukhtar, H.; 
Agarval, R. Novel cancer chemoprevenctive effects of a flavonoid 

15 antioxidant silymarin: inhibition of mRNA expression of an endo- 
genous tumor promoter TNF alpha. Biochem Biophys Res Comm 
239:334-339, 1997). Bekannt ist weiterhin, dafi bestimmte pflanz- 
liche Nahrungsmittel Oder aus ihnen hergestellte GenuBmittel eine 
positive Wirkung gegen verschiedene Krankheiten ausiiben. Das in 

20 WeiBwein, besonders aber in Rotwein, enthaltene Resveratrol 

(nebst weiterer Komponenten) wirkt beispielsweise gegen kardiova- 
sculare Erkrankungen und Krebs (Gehm, B.D.; McAndrews , J.M. ; 
Chien, P.-Y.; Jameson, J.L. Resveratrol, a polyphenolic compound 
found in grapes and wine, is an agonist for estrogen receptor. 

25 Proc Natl Acad Sci USA 94: 14138-14143, (1997); Jang, M. ; Cai , 
L. ; Udeani, G.O.; Slowing, K.V.; Thomas, C.F.; Beecher, C.W.W.; 
Fong, H.H.S; Farnsworth, N.R.; Kinghorn, A.D.; Mehtha, R.G.; 
Moon, R.C., Pezzuto, J.M. Cancer chemopreventive activity of res- 
veratrol, a natural product derived from grapes. Science 275: 

30 218-220, (1997)). Eine ahnliche Wirkung weisen auch Substanzen 
wie Catechin, Epicatechin-3-gallat , Epigallocatechin und Epigal- 
locatechin-3-gallat auf, die in Blattern von Tee (Camellia 
sinensis) vorkommen. Insbesondere aus nicht-f ermentierten Tee- 
blattern (Gruner Tee) hergestellte Getranke sind von positiver 

35 gesundhei tlicher Relevanz (Hu, G. ; Han, C . ; Chen, J. Inhibition 
of oncogene expression by green tea and (-) -epigallocatechin gal- 
late in mice. Nutr Cancer 24: 203-209; (1995); Scholz, E; Ber- 
tram, B. Camellia sinensis (L.) O. Kuntze. Der Teestrauch. Z. 
Phytotherapie 17: 235-250, (1995); Yu, R.; Jiao, J. J.; Duh, J. 
40 L. ; Gudehithlu, K. ; Tan, T. H. ; Kong, A. N. Activation of mito- 
gen-activated protein kinases by green tea polyphenols: potential 
signaling pathways in the regulation of antioxidant responsive 
elements -media ted phase II enzyme gene expression. Carcinigenesis 
18: 451-456, (1997); Jankun, J.; Selman, S.H.; Swiercz, R. Why 
45 drinking green tea could prevent cancer. Nature 387: 561, 

(1997)) . Daruber hinaus weisen auch polymethoxylierte Flavone aus 
Zitrusf ruchten eine potentielle antitumorale Wirkung auf (Chem, 
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J.; Montanari, A.M.; Widmer, W.W. Two new polymethoxylierte fla- 
vone, a class of compounds with potential anticancer activity, 
isolated from cold pressed dancy tangerine peel oil solids. J 
Agric Food Chem 45: 364-368, (1997)). 

5 

AG^Svyclofcexandione' wie* Rroh-exa.di^ ( al - 

■&ex&*32j^ f &d^l^}&&g :r G^mec\t?a«sarb Ww*e<Kden*s a*L s^B^o^e^gul a t oren zur Hem - 
mung d'es' *-pM*?anz lichen 3trang:en wa chrs .bum s eing.esetz t . Ihre bioregu- 
1 a t o r i sroh e'' 2 Wir kung k<©mm t**dadu rch* zustande, daB sie die Bio - 

10 syiithese~*von 1 angenwlths tumsf of de'rnden Gibber el linen blockieren. 
Dabei hemmen sie aufgrund ihrer s trukturellen Verwandtschaf t zu 
2-Oxoglutarsaure bestimmte Dioxygenasen, die 2-Oxoglutarsaure als 
Co-Subs trat benotigen (Rademacher, W, Biochemical effects of 
plant growth retardants, in: Plant Biochemical Regulators, Gaus- 

15 man, HW (ed. ) , Marcel Dekker, Inc., New York, pp. 169-200 

(1991) ) . Es ist bekannt, daB derartige Verbindungen auch in den 
Stoffwechsel von Phenolen eingreifen und so bei mehreren Pflan- 
zenarten eine Hemmung. der Anthocyanbildung bewirken konnen (Rade- 
packer, W etS^al . , T-he**itfode of action, of ap.yl.cy.clohexanediones - a 

20 new type o£..gi?©w,th''*2?e^ Pliant Growth Regu- 

lation, Ka-r-s&en," 'GM ,4.* van- Loon, LC , * V^epgdenhi 1 D (eds . ) , Kluwer 
Academic ^uk*^ r (frl*932) ) . ^©e«rar tige^ Effekte auf den 

HaushcCl t Ip^norirsche r'^Iriha ltsstof f e* weMen; .a 1 s jars achli ch fur die 
•^Nebenwirkung -voiF^rofaexad^^^ angegeben (Rade - 

25 *macher/* W- et al . f Z Pro'ft^xadiohe^Ga a n'ew^pjfean few growth regulator 
for app*le wi~th. inte^es ting> bid'chemical features, Poster auf dem 
25 tl ^ &EM^a.]^ffl&&iWi^gt*o&«°"&ki& P>l*an t^G-r ow t h ~R<£gu*l a ti*o n Society of Ame- 
rica, 7.-10. Juli 1998, Chicago). A. Lux-Endrich (Dissertation 
Technische Universitat Munchen in Weihens tephan, 199 8) findet im 

30 Verlauf ihrer Untersuchungen zum Wirkmechanismus von Prohexadion- 
Ca gegen Feuerbrand, daB es in Zellkulturen von Apfel durch Pro- 
hexadion-Ca zu einer mehrfachen Erhohung des Gehaltes an 
phenolischen Substanzen kommt und daB dabei eine Reihe von sonst 
nicht vorhandenen Phenolen auftritt. Im Rahmen dieser Untersu- 

35 chungen wurde weiterhin gefunden, daB unter dem EinfluB von Pro- 
hexadion-Ca relativ hohe Mengen von Luteolif lavan und Eriodyctiol 
in**Sp«VaB^£w,eb auffe<3?ete?en . .^Luteeolif &a**an *»k®inmt in Apfel - 

.gewebe"*n'©a2ma*ltea?we»i»sev n±5sht vor^-und Eriodyct iol tri 1 t«- als Inter - 
mediat^&es w ^l*aw©^ auf . Die 

4 0 zu ^eas^ai^teetod'ei^ im behan - 

del ten Gewebe jedoch nicht nachweisbar oder t rat en nur in deut- 
lich reduzierten Mengen auf (S. Rommel t et al, Vortrag 8 th Inter- 
national Work- shop on Fire Blight, Kusadasi, Turkei, 12.-15. Ok- 
tober 1998) . 
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Es kann als gesichert gelten, daB Prohexadion-Ca, Trinexapac- 
ethyl und andere Acy 1 eye 1 ohexandione 2-Oxoglutarsaure-abhangige 
Hydroxylasen inhibieren, die im Stoffwechsel phenolischer Sub- 
stanzen von Bedeutung sind. Dabei handelt es sich primar um Chal 
5 consynthetase (CHS) und um Flavanon-3 -hydroxylase (F3H) (W. 
Heller und G. Forkmann, Biosynthesis, in: The Flavonoids, Har- 
borne, JB (ed.), Chapman and Hall, New York, 1988) . Es kann je- 
doch nicht ausgeschlossen werden, daB Acylcyclohexandione auch 
weitere, bislang unbekannte, 2-Oxoglutarsaure-abhangige Hydroxy- 

10 lasen hemmen. Es diirfte ferner naheliegend sein, daB ein Mangel 
an Catechin, Cyanidin oder anderen Endprodukten der Flavonoid- 
synthese von der Pflanze registriert wird und daB uber einen 
Feedback-Mechani smus die Aktivitat des Schlusselenzyms Phenylala 
ninammoniumlyase (PAL) erhoht wird, Durch die weiterhin existie- 

15 rende Hemmung von CHS und F3H konnen diese Flavoniod-Endprodukte 
jedoch nicht gebildet werden, und es kommt zu einer vermehrten 
Bildung von Luteolif lavan, Eriodyctiol und anderer Phenole ( Ab- 
bildung 1) . 

20 Aufgabe der Erfindung war es ein kostengiins tiges , einf aches Ver- 
fahren zu entwickeln, um den Gehalt an Flavonoiden und 
phenolischen Verbindungen in Pflanzen zu erhohen und um deren ge 
sundheitsf ordernde Eigenschaf ten zu verbessern. 

25 Die Aufgabe konnte uberraschenderweise durch Behandlung der 
Pflanzen mit den wachs turns r egu 1 i er enden Verbindungen aus der 
Gruppe der Acylcyclohexandione (I) 



30 



RO 



0, 




O 



R' 



(I) 



35 und vor allem mit den Verbindungen Prohexadion-Ca (II) 



O " 



40 




Ca 



(ID 



45 
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(III) 



Durch die Behandlung der Pflanzen mit den Acylcyclohexadionen der 
Formel (I), Prohexadion-Ca (II) und Trinexapac - ethyl ( III) konnen 
die Flavonoide Eriodictyol, Proanthocyanidine, die am C-Atom 3 
mit Wasserstoff substituiert sind, z.B. Luteoforol, Luteolifla- 
15 van, Apigenif lavan und Tricetif lavan, sowie homogene und hetero- 
gene Oligomere und Polymere aus den genannten und strukturell 
verwandten Substanzen vermehrt gebildet werden. 



Erhohte-'Kofee^Wa^QrfenMer Bhenole HydEoxyzimfesfiSicen ( p-Cumar- 
20 saure, Feru^as-auce , <^S inap in-s aur e ) , .Salicy.lsaure.0der Umbellife- 
ron, einschlieBlich der^aus ihnen^gebildeifeen . komogenen und hete- 
rogenen Oligomere und- Polymerei -konnen nach Applikation der 
Verbindungen Acylcyelohexadionen der Formel (I) , Prohexadion- 
Ca'(II)vund Tri-hex-apacs».ethyl (Ill)^auf Pf4a©zen f estgestellt wer- 
25 "den. 



Durch'^die B eh a nd lia-ng^de r Pflanzen- mit den Acylcyclohexadionen der 
Formel I, Prohexadion-Ca (II) und Trinexapac -ethyl (III) wird auch 
die Konzentratibn der Glykpside der Flavonoide, der phenolischen 
30 Verbindungen, der Chalcone und der Stilbene in den Pflanzen er- 
hdht . 

Prohexadion-Ca, Trinexapac-ethyl und verwandte Verbindungen grei- 
fen auch in weitere Stof f wechselreaktionen ein, bei denen bislang 
35 allenfalls vermutet werden kann, da£ 2-Oxoglutarat-abhangige Dio- 
xygenasen beteiligt sind. 

Als weitere zusatzlich positive Wirkung bei der Gewinnung von 
Br>aparaten -aus^hoheren Pf-lanzen mit verbesserter hei lender, ge- 
40 sundhei^f o&deasnder >»oder starkender Wirkung 1st zu ^vermerken, daB 
sich aufgrund der wachs turns regulierenden Wirkung von Prohexadion- 
Ca, Trinexapac-ethyl oder verwandter Acylcyclohexandione ein Kon- 
zentrierungsef f ekt der relevanten Inhal tss tof f e im biologischen 
Material ergibt. 
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Das erf indungsgemaBe Verfahren zur Erhohung des Gehalts an Flavo- 
noiden und phenolischen Inhal tss tof f en durch Behandlung der 
Pflanzen mit Verbindungen aus der Gruppe der Acylcyclohexadionen 
der Formel I, speziell Prohexadion-Ca oder Trinexapac - ethyl kann 
5 erfolgreich bei folgenden Pflanzen angewendet werden, wobei auch 
Pflanzen, die nicht genannt sind, erfolgreich behandelt werden 
konnen: Weinreben, Kirschen, Pflaumen, Schlehen, Blaubeeren, Erd- 
beeren, Zi trusf riichten (wie Orangen, Grapefruit) , Papaya, Rot- 
kohl, Broccoli, Rosenkohl, Grunkohl, Karotte, Petersilie, Selle- 
10 rie, Zwiebeln, Knoblauch, Tee, Kaffee, Kakao, Mate, Hopfen, Soja, 
Raps, Hafer, Weizen, Roggen, Aronia melanocarpa, Ginkgo biloba 



Pflanzen, die mit Verbindungen aus der Gruppe der Acylcyclohexa - 
15 dionen, speziell Prohexadion-Ca oder Trihexapac - ethyl behandelt 
wurden zur Steigerung des Gehaltes an Flavonoiden und 
phenolischen Verbindungen, oder von Teilen dieser Pflanzen oder 
aus ihnen hergestellte Produkte (Safte, Tees, Extrakte, Fermenta- 
tionsprodukte und -riickstande) konnen zur Herstellung von heilen- 
20 den, gesundhei tsf ordernden oder starkenden Mitteln fur Mensch und 
Tier sowie von Kosmetika verwendet werden. 

Aus den erf indungsgemafi behandelten Pflanzen konnen auch Mittel 
hergestellt werden, die dadurch gekennzeichnet sind, daB Trauben 

25 von roten Weinreben gewonnen und verarbeitet werden, deren Antho- 
cyanbildung durch Behandlung mit Acylcyclohexadionen wie Prohexa- 
dion-Ca oder Trinexapac -ethyl ganz oder teilweise unterbunden 
worden ist und die sich daher durch einen qualitativ und quanti- 
tativ erhohten Gehalt an Flavonoiden und anderen phenolischen 

30 Inhal tss tof fen auszeichnen. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, daB unter dem EinfluB von mit 
Acylcyclohexandionen der Formel I, Prohexadion-Ca oder Trihexa- 
pac-ethyl behandelten Pflanzen oder von Teilen dieser Pflanzen 
35 oder aus ihnen herges tell ten Produkten (Tees, Extrakte, Fermenta- 
tionsprodukte, Safte etc.) 

(1) die Antioxidative Kapazitat in vit.ro (Electron . Spin Resonance 



handel t . 



40 



(ESR) , LDL-Oxidation, Total Antioxidant Capacity, NO-Scaven- 
ging) verbessert wird; 



45 



(2) 



eine modulierende Wirkung auf Enzyme, vor allem Enzyme der 
Signal transduktion (Proteinkinase C, Tyrosin-Proteinkinase, 
Phosphatidylinosi tol-3 -Kinase) auf tri tt ; 
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(3) eine Modulation redoxsensi tiver Transkripitionsf aktoren (NF- 
kB, AP-1) in Endothelzellen, Lymphocyten und glatten Muskel- 
zellen induziert wird; 

5 (4) die Regulation der Genexpression von Targetgenen involviert 
miL n^d-i e^P-atehp.genes B:M^^em^9L^^si&leL& EwE^k^anteuoagien (Cytokine 
~ PBsr l\SSU'fidV«I'd!^8 ^r/n.a G^opfraige h&profeed n 1 v(MCP-l) , 

• Adhes p ions£ a?k>teo*r«en / E@AM- l^ndP-VQ*AH- 1 ) moduli ert wird. 

10 (5) eine antiaggregatorische Wirkung induziert wird; 

(6) die Choles terinsynthese in Hepatocyten gehemmt wird; 

(7) antiprolif erative/antineoplas tische Effekte bestehen. 

15 

Beispiel 1 

Steigerung des Gehaltes an Eriodictyol und Luteolif lavan an jun- 
g-en^2^fee*:i*&^^ t ..P^®3aexadi^n«Ca 



Apf elpf lanzen der^Sorte " We i r-ouge'V wunden unter Kl-imakammer-Be- 
dingungen^rkul t ivi'er t und^mi t* 25 0^ppm?«ariirProh6Kaddon-Ca ( f ormu - 
1 i- er t : A a& s**'B AS 125 10 = 1 0* %l%ie ^h y eti&^±^^e s;"Gr < anu«i^a t ) "b i s 
^t>rop&n^S^behande1Lt . *Zu^^ver'stohVi%den'en Z ei t pu*itet'ent*nach?: der Behand 

25 lung wu^de ^©n^den" ed vollent 
wiekelte* Blatt geerntet . D i e; „ *g'e.f&»i^r g e t rock-net en i&ind ,gemo r s e r t en 
• Blat*fee33^wm^!d'en ! ---mi t\*Me*t3flianol v exvt^ahtifert .%^u s^d'em^k'on^n trierten 
Extrakt wurden Flavonoide und verwandte Verbindungen durch HPLC 
arialysiert. Die Auftrennung erfolgte dabei an Hypersil ODS (3 urn 

30 Partikelgrofie) auf einer Saule von 250.x 4 mm. Die Elution er- 
folgte bei einer Flieflrate von 0,5 ml pro Minute, wobei 
Mischungen aus Ameisensaure (5 %ig in Wasser) und Methanol, 
schrittweise im Verhaltnis von 95 : 5 bis 10 : 90 (v/v) gestei- 
gert, verwendet wurden. Phenolische Sauren und Flavonole wurden 

3 5 bei 2 80 nm detektiert. Flavan-3-ole wurden nach Nachsaulenderiva 
tisierung mit p-Dimethylaminozimtaldehyd bei 640 nm bestimmt. Me 
thodis'ehe Details ^bei Treu^feer efc-al. (HL934) , &<3W&ri:al?**'o£ 
Chromatography A 667, 290 - 297. 

40 Das^E^ffebnis- .Ast. in f olgender ^abeM.e*daa?giesitell t . 

Blatter, die mit Prohexadion-Ca behandelt wurden zeigen eine 
deutliche Erhdhung der Er iodic tyol-Konzentration nach 12 bzw. 21 
Tagen* 



20 
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Behandlung 


Eriodictyol 
[g/kg Trockenmasse] 


Luteolif lavan 
(g/kg Trockenmasse] 


12 Tage n. 
Beh. 


21 Tage n. 
Beh. 


12 Tage n. 
Beh. 


21 Tage n. 
Beh. 


Kontrolle 


0 


1 


0 


70 


250 ppm 

Prohexadion- 

Ca 


17 


27 


0 


34 



lO Beispiel 2 

Herstellung von Probenmaterialien aus behandelnden und unbe- 
handelten Dornf elder -Trauben 

15 Rebstocke der Sorte "Dornf elder" wurden zweimal zu verschiedenen 
Zeitpunkten mit der Formulierung BAS 125 10W, enthaltend Prohexa- 
dion-Ca behandelt. Je Behandlung wurden 1000 g Prohexadion-Ca in 
1000 1 Spritzbriihe pro ha appliziert. 

20 Die 1. Ausbringung erfolgte im Entwicklungs tadium 73 noch vor Be- 
ginn der Beerenausf arbung , die 2. Ausbringung 10 Tage spater. 

Bei der Ernte wiesen die unbehandel ten und die behandelten Trau- 
ben einer ahnlichen Reifegrad auf . Kontrolle unbehandel t: 69 °C Oe; 
25 7 ' 3 Q/ 1 Saurebehandelt : 67° Oe; 7,4 g/1 Saure. 

Die behandelten Trauben waren geringer pigmentiert . Geschmacklich 
war kein Unterschied f eststellbar . 

3 0 Der Weinausbau erfolgte nach gangigen Methoden als Rotwein, d.h. 
zur besseren Pigmentextraktion stand der Most langere Zeit auf. 
der Maische. 

Nach Gef riertrocknung des triibungsf reien Weins wurden aus 100 ml 
35 unbehandel tern Wein ca. 2,5 g sirupartiger Ruckstand und aus dem 
mit Prohexadion-Ca behandelten Rebstocken gewonnenen Wein ca. 2,1 
g sirupartiger Ruckstand gewonnen. 

Beispiel 3 

40 

Hemmung der Choles terinbiosynthese in Kulturen primarer Rattenhe- 
patocyten durch Prohexadion-Ca behandelten Dornf elder Wein 



45 
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Herstellung der S tammlosungen 

Vom Lyophilisat der unbehandel ten und behandelten Dornfelder 
Weine wurde eine Menge zwischen 10 und 20 mg exakt abgewogen und 
5 mit soviel DMSO versetzt, daB eine Stammlosung von 10 mM Gesamt- 
JS*1 a^QnoMe^enfeSifeand . ^on ,d^ 

■*vo r *VtT?es*t?b^e;gri*nr^^ m^Ijfc€^;^^ t . Die Ve r - 

••.saunn-ungien^ 10 _ %und It)" 8 M. 

1 0*He^§ttseMMnc^^ 

Primare Hepatocyten wurden aus den Lebern von mannlichen Spraque- 
Dawley Ratten (240-290 g) mittels Collagenase-Perf usion gewonnen 
(Gebhardt et al . , Arzneimi ttel-Forschung/Drug Res. 41: 800 -804 

15 (1991) 1990) . Die Kultivierung erfolgte in Collagen-beschichteten 
Petrischalen (6-well Plates, Greiner, Niirtingen) mit einer Zell- 
dichte von 125.000 Zellen/cm2 in Williams Medium E mit 10 % 
Kalberserum. Nahere Angaben insbesondere zum Kulturmedium finden 
sich bei Gebhardt et al . , Cell Biol. Toxicol. 6: 369 - 372 

20 (199 0)^und»Mewes* -et al . , §a«iL@er^Res > -53 : 5135 - .5142 1*199 3) . Die 
Kultii'ren^ wurd'en^ha'ch 2" h a'uf ' serum^f reies^Medimm* mit -Z*usatz von 
0,1 *^M<ap:&ns.u la n«rfgewech s e 1 1 . SieHW^sden^na'ch t *w.ei«tea*!en^20 h fur die 
Ver s u^heWe^n^es et z t .f ©*ie %&ts 't -^byf^l^en^wu^dent^ n**j e v drei unab - 
ha^gl*g;ei^Ki^^ ^-3 1 m^t^enidg^^s^Bt . 

25 

Inkubation.ader Leberzellkultur.en mi t den Tes tsubs*tanzen 

Fur den^Nachweis einer Beeihf lussung der^Choles terifi-Biosynthese 
durch die Tes tsubs tanzen wurden die Hepatocytenkuturen insgesamt 

30 fur 22 h gehalten. AnschlieBend wurde mit serum-freiem Williams 
Medium E unter Zusatz von 14 C-Acetat (nur Tracermengen) fur 2 h 
mit den Tes tsubs tanzen in den angegebenen Konzentrationen 
inkubiert. Bei jeder Testserie wurde eine Kontrolle mitgefiihrt. 
Die Methodik ist bei Gebhardt (1991) und Gebhardt, Lipids 28: 613 

35 -619 (1993) detailliert beschrieben. Die Tracermengen von 14 C-Ace- 
tat tauschen schnell mit dem intrazellularen Acetyl-CoA Pool aus 
und ermoglichen deshalb eine s torungsf reie Bestimmung des Einbaus 
von !:44 Gfe; v Acetat in? die S»tea5d^f*rakt^i»on/ die zu ^9 0 %^aus*"Chotfc-es terin 
<bes<fceht 4(*Gebhfa^dt $L*993 ) . 

40 

Ana-1 y td k**zu b*pB e ed*n Mmis'iaiigwde r at<3h©«ke s^Bm^B^^^sM&^&s e 

Der Einbau von 14 C-Acetat in die Sterolf raktion (nicht-verseif bare 
Lipide) wurde nach Gebhardt (1991) gemessen. Bei der verwendeten 
45 Extraktion mittels Extrelut®-Saulen (Merck, Darmstadt) wird das 
14 C-Acetat (und daraus in geringer Menge entstehende andere 
niedermolekulare Metabolite) zu mehr als 95 % abgetrennt. Dieser 
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Test kann vergleichende Angaben uher die relative Syntheserate 
von Cholesterin und Vorlauf er-S terolen unter dem Einfluss von 
Testsubstanzen machen (Gebhardt, 1993) . 

5 Darstellung der Ergebnisse und Statistik 

In den Abbildungen sind die gemessenen Werte als Mittelwerte ± SD 
der Einzelversuche nach Normierung auf die Kontrollwerte (= 100 
%) aufgetragen. Die statistische Bewertung erfolgte mit dem Stu- 
10 dent t-Test; als signifikant wurden Abweichungen mit p-Werten von 
<0,02 mit (*) gekennzeichnet . 

Visuelle und mikrobielle Uberpriifung der Qualitat der Hepatocy- 
tenkulturen 

15 

Alle verwendeten Kulturen wurden vor und nach der Tes tinkubation 
visuell am Mikroskop auf Kontamination mit Mikroorganismen und 
auf die Integritat der Zellmonolayer iiberpruft. Bei keiner der 
Proben wurde eine erkennbare Veranderung der Zellmorphologie 
2 0 (insbesondere bei den hoheren Konzentrationen) beobachtet. Dies 
schlieBt eine Beeinf lussung der Tes tergebnisse durch zytotoxische 
Wirkungen der Testsubstanzen weitgehend aus. 

Die bei alien Kulturen routinemaBig durchgef uhrten Sterilitat- 
25 stests ergaben keinerlei Hinweise auf eine Kontamination mit Mi- 
kroorganismen . 

Ergebnisse 

30 Der unbehandelte Dornfelder Wein zeigte keinerlei Wirkungen auf 
die Cholesterinbiosynthese. Dagegen wurde die Choles terinsynthese 
durch Proben von mit Prohexadion-Ca behandelten Rebstocken herge- 
stelltem Wein signifikant inhibiert. Bei einer Konzentration von 
10~ 5 M betrug die Hemmwirkung ca. 60 % und bei 10~ 4 M annahrend 



35 100 %. 
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Verfahren zur Hers tel lung von Pflanzen mit erhohtem Gehalt an 
Flavonoiden und phenolischen Inhal tss tof f en 

5 Zusanimenf assung 

Ve r€ :ato^en«*z\u r^»E^li^6hu«ng^{de s^F^a^oiip^^ja^a^t s»± n*?Ef#an zen, dadurch 
gekenhz^ofeteiet , .udaB^-die Pf^anz^en^mi tv -wafe^^m^^egulivereneden 
Acy 1 Gye4L%>kexa~dI*onen gemaB Formel I^b'e^aSdelL t**werd'en . 
10 O 
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Cinnami c Ag jcj^ 
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p-Coumaric Acid 
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EriodictyoHQQ 
FHT^X XT 



j5t 




Luteoliflavan 



Cyanidine 



PAb= Phenylalanine ammonia-lyase 
FH~E Flavanone 3-hydroxylase 
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